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1. Einleitung und Zielsetzung 
F ü r die Bes t immung des Blutspiegels der therapeutisch wich-
tigen Ant iep i lep t ika wurden bereits zahlreiche Methoden 
veröffent l icht , die g röß ten t e i l s den Nachte i l eines be t räch t l i -
chen Arbei ts - und Zeitaufwandes besitzen. Häuf ig werden 
spektrophotometrische und gaschromatographische Methoden 
verwendet [1]. A u c h polarographische Best immungen wur-
den bekannt [2, 3 ] . Schließl ich existieren noch Mögl i chke i t en 
der halbquantitativen Auswer tung von D ü n n s c h i c h t c h r o m a t o -
grammen [1]. 
W i r haben uns u m die En twick lung einer mögl ichs t einfa-
chen und trotzdem hinreichend exakten Bestimmungsvor-
schrift für die noch nicht metabolisierten An t ikonvu l s iva be-
m ü h t und legten unserer A r b e i t die Methode von H u i s m a n 
[4] für phenylsubstituierte Ant iep i l ep t ika zugrunde. H u i s -
man umgeht eine V i e l z a h l von Arbeitsschritten, indem er 
alle Substanzen gemeinsam extrahiert und — unter Verz ich t 
auf komplizier te Rein igung und Entfernung von Serum-
bestandteilen — gemeinsam nitriert. Ers t dann werden die 
einzelnen Substanzen durch D ü n n s c h i c h t c h r o m a t o g r a p h i e ge-
trennt und — nach E lu ie rung des Kieselgels, Reduk t ion der 
Ni t rogruppe, Diazo t ie rung und K u p p l u n g zu einem A z o -
Farbstoff — auf spektrophotometrischem Wege bestimmt. 
Zusä tz l i ch zu den von H u i s m a n n [4] genannten s t ö r e n d e n 
Substanzen fanden wir , d a ß die Benzodiazepine Chlord iazep-
ox id , D iazepam und Ni t razepam interferieren. 
D e n ersten T e i l dieser Vorschr i f t ü b e r n a h m e n wi r nahezu 
u n v e r ä n d e r t (s. 2.4.). D i e quantitative Best immung wurde 
durch polarographische Auswer tung der D ü n n s c h i c h t c h r o -
matogramme ohne Entfernung des Sorptionsmittels [5] we-
sentlich vereinfacht. 
2. Experimentelle Angaben 
2.1. Reagentien 
zur Extraktion von Plasma: 
Salzsäure 37proz., p.a. (Merck) 
Natriumchlorid (Helv. VI ) 
Extraktionsgemisch : 
Chloroform reinst, frisch destilliert, 60 V o l . - T . 
Essigsäuremethylester, z. Synth. (Merck), 40 V o l . - T . 
Natriumsulfat, getrocknet (Helv. VI) 
AUOj sauer, Akt.-Stufe I (Woelm) 
Aktivkohle, p.a. (Merck) 
Äthanol , absol., p.a. (Merck) 
zur Nitrierung: 
Nitriersäure aus 95 V o l . - T . H,SO<, d = 1,84, p.a. (Merck) 
und 5 V o l . - T . H N 0 3 , rauchend, d = 1,52, p.a. 
(Merck) 
jvol.-l 
2.2. Angaben zur Dünnschichtchromatographie 
Kieselgel G F ! 5 4 (Merck) 
Fließmittel [6] Chloroform 45 
Isopropanol 45 ^ V o l . - T . 
N H , 25proz. 10 
Plattengröße 20X20 cm 
Schichtdicke 0,3 mm 
Entwicklung: 2 x 4 5 min, Zwischentrocknung 5 min bei 110° C 
Kammersät t igung 
Detektion: U V - L i c h t 254 nm 
2.3. Angaben zur Polarographie 
Polarographiestand mit „synchronisiertem Tropfkontroller", Type 
E 354 (Metrohm) 
Ag/AgCl-Bezugselektrode 
Tropfende Hg-Elektrode 
Impulse/sec : 3 \ ^ - „ ^ 
Impulsstärke : 2 / = 2 > 7 5 m g HgXsec r 1 
Schreiber: Polarecord Type E 261 R (Metrohm) 
Spannungsbereich: 0 bis —3 V 
Stromempfindlichkeit: 5X10"* bzw. l X l O - 8 A / m m 
Ladestromkompensation: 20 bzw. 10 
Dämpfung: 4 
Papier- u. Spannungsvorschub: „schnell" 
Es wurde ein 5-ml-Gefäß verwendet. 
Die Grundlösung setzte sich zusammen aus: 
Britton-Robinson-Puffer I [7] (BR-Puffner I), p H 3,5, 3 ml 
(= 60«/o); 
Dimethylformamid ( D M F ) , z. Synth. (Merck), 1,5 ml (= 3 O V 0 ) 1 ) ; 
O.lproz. Gelatinelösung 0,5 ml (= lOVo; entspricht einer Gelatine-
Gesamtkonzentration von 0,01*/o). 
Der resultierende pH-Wert betrug 4,34 (sämtliche pH-Werte wur-
den mit dem Metrohm pH-Meter E 396 gemessen). 
Der in der Lösung befindliche Sauerstoff wurde durch 5minütiges 
Begasen mit gereinigtem N 2 entfernt. Während des Polarographie-
rens leiteten wir (entgegen der üblichen Empfehlung) keinen Stick-
stoff über die Probe, da die Gleichmäßigkeit des Tropfenfalles 
beeinträchtigt wurde. 
Temp, der Lösung: 25° C ( ± 0,5°), thermostatisierter Wassermantel. 
Die Untersuchung jeder der von uns bearbeiteten Substanzen glie-
dert sich in drei Abschnitte: zwei stehen im Zusammenhang mit der 
polarographischen Bestimmung der Substanz bzw. ihrer Nitropro-
dukte, einer behandelt die Extraktion aus Plasma. 
Zunächst mußte geklärt werden, mit welcher Genauigkeit das 
nitrierte Antikonvulsivum (im folgenden „Nitroprodukt") vom Sorp-
tionsmittel der DC-Plat te eluiert werden kann. Dazu waren 2 Ver-
suchsreihen notwendig: 
J) 1,5 ml sind zur Eluierung der betr. Kieselgelmenge notwendig; 
wir konnten daher zur Steigerung der Empfindlichkeit kein 
1-ml-Gefäß verwenden, auch hätte das Kieselgel darin zuviel 
Raum eingenommen. Nach Oelschläger et al. [8] gereinigtes 
D M F brachte unter unseren Bedingungen keine Vorteile. 
2.3.1. Direkte Polarographie des Nitroproduktes 
V o n einer Stammlösung des entsprechenden Nitroproduktes in 
D M F (1 ,«g/10 /<1) wurden steigende Mengen direkt in das Polaro-
graphie-Gefäß pipettiert, mit D M F auf 1,5 ml ergänzt und nach 
Zugabe von BR-Puffer und Gelatinelösung polarographisch be-
stimmt. 
2.3.2. Polarographie nach Chromatographie 
350 <^1 einer Stammlösung des jeweiligen Antiepileptikums in Ätha-
nol (1 /<g/,«l) wurden zur Trockne eingedampft, der Rückstand 
wurde mit 350 /d Nitr iersäure nitriert und in steigenden Mengen 
auf Platten mit dem Sorptionsmittel Kieselgel G F , 5 4 aufgetragen. 
Nach dem Entwickeln des Chromatogramms wurden die Nitropro-
dukt-Flecken unter U V - L i c h t 254 nm markiert, mit einem Sicher-
heitsabstand von ca. 2—3 mm abgeschabt und im Reagensglas mit 
Schliffstopfen mit 1,5 ml D M F durch 3minütiges Schütteln auf dem 
Vortex-Mixer (Stufe 10) eluiert. Nach Zugabe der übrigen Grund-
lösungsbestandteile wurde ein aliquoter Teil polarographisch be-
stimmt. Die Mengen der eingesetzten Antiepileptika mußten vor der 
vergleichenden graphischen Darstellung mit den nach Abschnitt 
2.3.1. erhaltenen Werten auf die entsprechenden Mengen des Nit ro-
produktes umgerechnet werden. 
2.4. Extraktion von Plasmen 
Wir versetzten menschliche Plasmen mit Antiepileptika und extra-
hierten auf verschiedenen Wegen. Es wurden Standardbedingungen 
erarbeitet und in mehreren Reihenversuchen mit Plasmen ver-
schiedener Herkunft Eichkurven aufgestellt, die es uns ermöglich-
ten, später auf die Verwendung innerer und äußerer Standards zu 
verzichten. 
Wi r suchten zunächst nach einem Extraktionsmittel, das nach 
Extrahieren und Zentrifugieren die obere Phase bildete und somit 
der Weiterverarbeitung leichter zugänglich war. Fürs t et al. [9] hat-
ten mit Cyclohexan/Isopropanol 20 + 1 gute Extraktionsraten er-
zielt. Bei der Verwendung dieses Gemisches in der sonst unver-
änderten Vorschrift von Huisman [4] zeigte sich jedoch (DC), daß 
bei jedem Arbeitsvorgang mehr Substanz als mit Huisman's E x -
traktionsgemisch verlorenging; nach dem Schütteln mit Kohle wa-
ren die Substanzen nur noch in Spuren, bzw. bei Einsatz von ge-
ringen Mengen gar nicht mehr wiederzufinden. Wir kamen deshalb 
wieder auf das Extraktionsgemisch nach Huisman [4] zurück. Die 
Schwierigkeit des Abpipettierens der unteren organischen Phase 
nach dem Extrahieren konnten wir dadurch umgehen, daß wir nicht 
mehr zentrifugierten, sondern filtrierten. Die koagulierten Plasma-
bestandteile blieben im Filter zurück; der wäßrige Anteil der Lö-
sung war so gering, daß die nach Huisman [4] zuzufügenden 3 g 
N a , S 0 4 für die Trocknung der organischen Phase ausreichten. 
Unsere Versuche führten zu folgender Arbeitsvorschrift: 
Je 3 ml Plasma wurden mit verschiedenen Mengen einer Stamm-
lösung des betreffenden Antiepileptikums in Äthanol (1 /<g//d) ver-
setzt und nach Zusatz von 0,1 ml 37proz. H C l und 0,9 g N a C l mit 
30 ml Extraktionsgemisch 5 min auf dem Vortex-Mixer (Stufe 10) 
extrahiert. Nach Filtrieren (Faltenfilter Schleicher u. Schüll, N r . 
595) wurde die organische Phase 5 min mit 3 g N a 2 S 0 4 und dann 
30 sec mit 100 mg A l 2 O s und 100 mg Aktivkohle geschüttelt. 20 ml 
der durch ein hartes Faltenfilter (Schleicher u. Schüll, N r . 576) fil-
trierten Extraktionsflüssigkeit wurden in ein Spitzkölbchen pipettiert 
und am Rotationsverdampfer i . Vak . bei 30—35° Badtemp. abge-
dampft; der Rückstand wurde mit ca. 0,5 ml Äthanol von den 
Wandungen in die Kolbenspitze gespült und im Trockenschrank 
bei ca. 80° C getrocknet. Anschließend fügten wir 120 fd Nitrier-
säure hinzu; die Mischung wurde 3 min auf dem Vortex-Mixer 
(Stufe 8) geschüttelt und danach 30—45 min bei Zimmertemp. ste-
hen gelassen. 
Da die polarographische Bestimmung entsprechend unseren Be-
dingungen unempfindlicher ist als die photometrische Methode, 
mußten wir größere Mengen chromatographieren als Huisman [4]. 
Wi r trugen mit Konstriktionspipetten 50 /<1 in Strichen von ca. 4 cm 
Länge auf und konnten so aus jeder Blutprobe 2 Bestimmungen 
durchführen. Nach dem Auftragen blieb die Platte 5 min an der 
Luft liegen und wurde anschließend für ca. 20 min in eine oben 
offene Ammoniak-Kammer gestellt (Startflecken nach oben). Sobald 
keine Nebelbildung mehr zu beobachten war und die vorher durch-
scheinenden Startflecken weiß-trübe geworden waren, wurde die 
Platte in frisch bereitetem Fließmittel entwickelt. 
Die polarographische Auswertung des Chromatogramms erfolgte 
entsprechend den Angaben in Abschnitt 2.3.2. 
2.5. Bestimmung der Extraktionsrate aus Plasma 
Wir nitrierten direkt zwischen 10 und 100 «g Substanz mit je 
120/d Nitriersäure, trugen je 2 X 5 0 / d auf und verfuhren weiter 
nach 2.3.2. Durch Vergleich der Geraden nach Abschnitt 2.4. und 
Abschnitt 2.5. ließ sich die Extraktionsrate berechnen. 
Bei der Nitrierung von Phenobarbital (I), Phenytoin (IV), M e -
phenytoin (VII), Methylphenobarbital (X) und Primidon (XIII) 
entstehen die im Formelbild 1 dargestellten Produkte [10]. 
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Formelbild 1 
Tab. 1: Konzentration: 1 X 10 1 molar; Stromempfindliehkeit: 2 X 1 0 " A / m m ; Ladestromkompensation: 0 . A l l e Kurven ab — 0 , 1 2 0 V . 
Phenobarbital Phcnyt oin Mephcnytoin Methylphenobarbital Pr imidon 
II 1 II III v 1 V i V I VII I | VI I I ! I X X I X I V | X I V -•- X V 
E (V) — 0 , 3 9 2 | — 0 . 3 9 2 — 0 . 3 7 8 | — 0 . 3 7 8 — 0 , 4 0 2 | — 0 . 4 0 6 — 0 . 3 3 5 — 0 , 4 0 8 1 — 0 , 4 0 8 
Stufenhöhe ["A] 0 , 6 5 | 0 , 6 4 1,26 | 1 ,26 0 , 7 5 | 0 . 7 6 0 , 6 4 0 . 6 6 | 0 , 6 6 
3. Ergebnisse 
E i n e d ü n n s c h i c h t c h r o m a t o g r a p h i s c h e Trennung der N i t rop ro -
dukte vor der Polarographie ist notwendig, da diese sehr nahe 
beieinanderliegende Halbstufenpotentiale besitzen und daher 
nicht gemeinsam in einer Probe bestimmt werden k ö n n e n 
(Tab. 1). 
D i e Halbstufenpotentiale sinken einerseits mit zunehmender 
Konzent ra t ion des Depolarisators bei sonst gleichen Bedin-
gungen in negativere Bereiche. Dieses P h ä n o m e n fanden 
wi r bei Bfez ina und Z u m a n [11] für aromatische Ni t rover -
bindungen bes tä t ig t . W i r untersuchten ferner das Verhal ten 
der Ni t roprodukte in G r u n d l ö s u n g e n mit BR-Puffern ver-
schiedener pH-Wer te zwischen p H 3,5 und 10,8. Be i allen 
Substanzen sinken die Halbstufenpotentiale a u ß e r d e m mit 
zunehmendem pH-Wer t . 
Im alkalischen Bereich entsteht ein Po la rogramm mit 2 
Stufen, von denen die zweite ca. 2,5mal g r ö ß e r ist als die 
erste. Im a n n ä h e r n d neutralen Bereich erscheinen zwei an-
gedeutete Stufen, die nicht auswertbar sind. Im sauren M e -
d ium erfolgt die Redukt ion in einer Stufe, die g r ö ß e r ist als 
die Summe der Stufen des alkalischen Bereiches. W i r sind 
diesen Erscheinungen nicht nachgegangen, da entsprechende 
Arbei ten a u ß e r h a l b unserer Zielsetzung gelegen h ä t t e n . 
3.1. Phenobarbital 
D a m- und p-Ni t rophenobarbi ta l (II bzw. III) in unserem 
DC-Sys t em nicht zu trennen sind, m ü s s e n als Voraussetzun-
gen einer gemeinsamen polarographischen Best immung an-
n ä h e r n d gleiche Halbstufenpotentiale und gleiche Stufen-
h ö h e n gegeben sein, letztere jedoch nur, wenn m- und p-
Produkt nicht stets i m gleichen M e n g e n v e r h ä l t n i s entstehen. 
A u s G r ü n d e n , die an anderer Stelle e r l ä u t e r t werden [10], 
konnten w i r III nur sehr schwer rein erhalten. W i r ver-
glichen daher das polarographische Verhal ten von II mit 
dem des Rohproduktes (II 4- III) unter denselben Bedingun-
gen. Starke Abweichungen bei III h ä t t e n sich auch beim 
Rohprodukt bemerkbar machen m ü s s e n . 
A u s Tab . 1 ist folgendes ersichtlich: 
D i e Ergebnisse für reines II und für das Gemisch II + III 
sind gleich. Ni t rophenobarbi ta l -Rohprodukt braucht also vor 
der polarographischen Best immung nicht in seine Isomeren 
getrennt zu werden. 
3.1.1.1. Direkte Polarographie von II 
Bei Tab . 2 und den nachfolgenden Tabel len sind jeweils 
Mit te lwerte aus 3—5 Versuchsreihen angegeben. 1 m m Stu-
f e n h ö h e entspricht 5 X 1 0 " 3 uA; 0,5 m m sind ablesbar. 
Tab. 2 
II [<<g] 
Stufenhöhe 
l«A] 
20 0,0855 
40 0,1745 
60 0,2640 
80 0,3515 
100 0,4355 
3.1.1.2. Polarographie nach Chromatographie 
M o l . - M a s s e I = 232,2; 
M o l . - M a s s e II bzw. III = 277,2 (Tab. 3). 
Tab. 3 
I [/ig] - II + HI Stufenhöhe 
L"g] [<<A] 
5 5,97 0,0275 
10 11,94 0,0555 
20 23,88 0,0975 
30 35,82 0,1450 
40 47,76 0,2000 
50 59,7 0,2585 
60 71,64 0,3150 
70 83,58 0,3625 
A u s A b b . 1 ist ersichtlich, d a ß das Gemisch II + III v o l l -
s t änd ig v o m Kieselgel eluierbar ist. W i r machten wie Oe l -
sch läger et a l . [5] die Erfahrung, d a ß eine quantitative E l u -
t ion nur innerhalb von 6 h nach dem Chromatographieren 
mögl ich ist, das Polarographieren selbst jedoch noch einige 
Tage spä t e r geschehen kann, da eine erneute Adsorp t ion 
5,97 11,94 23,88 35,82 47,76 59,7 71,64 83,58 
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Abb. 1: Phenobarbital; • s. Tab. 2, o s. Tab. 3. 
von II und III an das Kieselgel nicht stattfindet. Das gleiche 
gilt für die anderen von uns untersuchten Substanzen. 
D i e untere Bestimmungsgrenze bei unseren Versuchsbedin-
gungen liegt bei 4 //g/5 m l 2,9 X 10~6 m o l . L ö s u n g ) . 
3.1.2. Extraktion von Plasmen 
Siehe hierzu Tab . 4. 
Tab. 4 
Eingesetztes I 
in 3 ml Plasma 
[/<g] 
Stufenhöhe 
[.«AI 
Stufenhöhe 3 
[,«A] x 2 " } 
30 0,0345 0,0515 
60 0,0575 0,0860 
90 0,0895 0,1340 
120 0,1250 0,1875 
150 0,1630 0,2440 
*) Multiplikation mit 3/2, da von 30 ml Extraktionsflüssigkeit 
20 ml für die Bestimmung verwendet wurden. 
Tab. 5 
I [/«g]/120 /4 Stufenhöhe 
Nitriersäure [/«AI 
20 0,0375 
30 0,0550 
40 0,0730 
50 0,0900 
60 0,1125 
80 0,1515 
100 0,1880 
3.1.3. Bestimmung der Extraktionsrate 
Siehe hierzu Tab . 5. 
A u s A b b . 2 wurde die Extraktionsausbeute mit 81—82% 
bestimmt. 
D i e untere Nachweisgrenze für die Polarographie von II 
bzw. II + III liegt nach unseren Bedingungen bei 4//g. 
Daraus errechneten w i r für die Phenobarbi talbest immung 
aus P lasma eine untere Nachweisgrenze von 5 / /g I /ml 2 ) . 
In der Praxis konnten wi r ebenfalls 5 / /g I / m l P lasma be-
st immen. 
') 4 fig II + III sind in 5 ml Polarographie-Flüssigkeit nachweis-
bar. Diese Menge muß folglich in 50 «1 Nitriergemisch enthal-
ten sein, so daß für das Gesamtvolumen (120 /<1) 9,6 «g II + III 
errechnet werden, die 8,1 /<g I entsprechen. Das für die Unter-
suchung eingesetzte Aliquot (20 ml) der Gesamt-Extraktions-
flüssigkeit (30 ml) muß diese 8,1 /<g I enthalten, so daß in der 
Gesamt-Extraktionsflüssigkeit 12,2 /<g enthalten sein müssen. 
Unter Berücksichtigung der Extraktionsrate von 81<Vo ergibt das 
15,0 ug I in 3 ml Plasma, entsprechend einem Gehalt von 5 ,«g 
I/ml. 
Stufenhöhe 
0,35-
0,30-
0,25-
10 20 30 AO 50 60 70 80 90 100 110 120 
Phenobarbital [pg ] 
Abb. 2: Phenobarbital; • s. Tab. 4, O s. Tab. 5. Extraktionsrate: 
81V.. 
3.2. Phenytoin (DPH) 
W i r hatten festgestellt [10], d a ß be im Ni t r i e ren von D P H 
(IV) zwe i Din i t ro -Produk te in unterschiedlichen Mengen 
entstehen, die verschiedene Rf-Werte besitzen. Das Haupt -
produkt V hat das gleiche Halbstufenpotential und ergibt die 
gleiche S t u f e n h ö h e wie dieselbe Menge eines Gemisches aus 
Haupt - und Nebenprodukt ( V + V I ) (s. Tab . 1). 
W i r verfuhren mi t D P H wie mi t Phenobarbi ta l (s. 3.1.). 
3.2.1.1. Direkte Polarographie von V 
Siehe hierzu T ab . 6. 
Tab. 6 
V Lug] Stufenhöhe [>A] 
10 0,065 
20 0,145 
40 0,290 
60 0,435 
80 0,595 
100 0,740 
3.2.1.2. Polarographie nach Chromatographie 
M o l . - M a s s e I V : 252,3; 
M o l . - M a s s e V bzw. V I : 342,3 (Tab. 7). 
Tab. 7 
I V [,<g] -> V + V I 
D'g] 
Stufenhöhe [i*A] 
(für V + VI) 
20 27,2 0,190 
40 54,4 0,390 
60 81,6 0,590 
80 108,8 0,770 
100 136,0 0,945 
?H,H O I , D IUO 
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 
Nitrophenytoin [pg ] 
Abb. 3: Phenytoin; • s. Tab. 6, O s. Tab. 7. 
A u s A b b . 3 folgt, d a ß die Ni t r i e rung quantitativ ver läuf t 
und d a ß V und V I quantitativ v o m Kiese lge l eluierbar sind. 
Untere Nachweisgrenze: 2,5 /^g/5 m l ( ^ 1 , 5 X 1 0 ~ 6 m o l . L ö -
sung). 
3.2.2. Extraktion von Plasmen 
N u r V w i r d ausgewertet, B e g r ü n d u n g s. 3.2.3. Un te r dieser 
Voraussetzung ergeben sich für das aus I V entstehende V die 
in Tab . 8 au fge füh r t en S t u f e n h ö h e n . 
Tab. 8 
Eingesetztes I V 
in 3 ml Plasma 
[/«gl 
Stufenhöhe 
[,«A] 
Stufenhöhe X~ *) 
L«A] 
15 0,0265 0,0400 
30 0,0555 0,0835 
45 0,0800 0,1200 
60 0,1040 0,1560 
90 0,1630 0,2440 
120 0,2285 0,3425 
150 0,2905 0,4355 
*) S. Fußnote zu Tab. 4. 
3.2.3. Bestimmung der Extraktionsrate 
Siehe hierzu Tab . 9. 
Tab. 9 
I V [/<g]/120 ,*l Stufenhöhe [/<A] Stufenhöhe [/<A] 
Nitriersäure (für V) (für V + VI) 
10 0,0380 0,0460 
20 0,0670 0,0820 
30 0,1030 0,1210 
40 0,1375 0,1555 
50 0,1710 0,1960 
60 0,2100 0,2560 
80 0,2700 0,3255 
100 0,3370 0,4060 
D i e Extrakt ionsrate für D P H aus P la sma b e t r ä g t 7 9 % . A u s 
Tab . 9 und A b b . 4 ist ersichtlich, d a ß V und V I stets i m 
gleichen M e n g e n v e r h ä l t n i s 8 3 % zu 17% entstehen. F ü r die 
Bes t immung von D P H ist es deshalb ausreichend, nur V 
auszuwerten (dieser Gesichtspunkt ist für die Best immungen 
Phenobarbi ta l neben D P H und umgekehrt entscheidend). 
A u s der so erarbeiteten Eichgeraden kann man direkt die 
D P H - P l a s m a s p i e g e l ablesen. 
Stufenhöhe 
10 20 30 A0 50 60 70 80 90 100 110 120 
Phenytoin [ugl 
Abb. 4: Phenytoin; • s. Tab. 8, O und A s. Tab. 9. Extraktions-
rate: 79Vo, Entstehungsrate V : V I = 83: 17V». 
W e n n nur V bestimmt w i r d , liegt die untere Nachweisgrenze 
für D P H bei 4 jug/ml P l a sma (theoretisch: 3,4 /ug; s. F u ß -
note Abschni t t 3.1.3., Phenobarbi tal) . 
3.3. Polarographische Bestimmung von Phenobarbital 
(I) und D P H (IV) nebeneinander 
I und I V werden in der Therapie der Epi leps ien häufig 
kombinier t . Deshalb m ü s s e n die Blutspiegel beider M e d i k a -
mente oft nebeneinander bestimmt werden. 
D i e D P H - B e s t i m m u n g nach unserer Methode wi rd beim 
gleichzeitigen Vor l iegen von Phenobarbi ta l nicht bee in t r äch -
tigt, da w i r nur V auswerten. Anders liegt der F a l l bei der 
Best immung von Phenobarbi tal i n Anwesenheit von D P H . 
W i e w i r festgestellt hatten [10], besitzt das N i t r o - D P H - N e -
benprodukt (VI) denselben Rf-Wer t wie Ni t ro-Phenobar -
bi ta l (II + III) und w i r d mit diesem gemeinsam er faß t . W i r 
erhalten dementsprechend zu hohe Phenobarbitalwerte. D a 
V I zudem zwei Ni t rogruppen besitzt, die eine Verdoppe lung 
der S t u f e n h ö h e bewirken, ist eine Kor rek tu r der Phenobar-
bitalwerte unbedingt erforderlich. 
W e i l H u i s m a n [4] diesem P h ä n o m e n keine Beachtung 
schenkte, arbeiteten w i r seine Vorschr i f t e inschl ießl ich der 
spektrophotometrischen Best immung nach. W i r blieben i m 
Bereich < 10 jug und nitrierten Phenobarbi tal (I) und D P H 
(IV) einzeln und i m Gemisch . A u c h bei diesen geringen 
Mengen war auf dem D C der Fleck für V I zu erkennen. 
D i e Auswer tung ergab die in Tab . 10 u . 11 zusammenge-
f aß t en Daten (vgl. auch A b b . 5 u . 6). 
Add ie r t man hor izonta l die Werte der Spalten II und III in 
Tab . 10 und 11 für gleiche M e n g e n Ant ikonvu l s iva , so er-
hä l t man entsprechend unserer Theor ie Werte, die innerhalb 
der Fehlergrenze ü b e r e i n s t i m m e n (Spalten I V i n beiden 
Tabellen) . 
Es zeigt sich, d a ß Phenobarbi ta l auch nach der Or ig ina lvor -
schrift von H u i s m a n [4] zu hoch gefunden wi rd . D i e A b w e i -
chung be t r äg t 17% wie bei unserer polarographischen M e -
thode. 
Tab. 10: I und I V wurden einzeln nitriert und spektrophotome-
trisch ausgewertet. 
Spalte I Spalte II Spalte III Spalte I V 
Substanz 
L"g] 
E 5 5 t Phenobarbital 
(Azofarbstoffe aus 
II + III) 
E 5 5 0 D P H 
(Azofarbstoffe aus 
V + VI) 
2 
3 
4 
5 
0,033 
0,049 
0,073 
0,088 
0,037 
0,059 
0,071 
0,095 
0,070 
0,108 
0,144 
0,183 
Tab. 11: Nitrierung und Bestimmung eines Gemisches gleicher 
Mengen I und I V . 
Spalte I Spalte II Spalte III Spalte I V 
Substanz 
[/<g] 
E 5 5 0 Phenobarbital 
(Azofarbstoffe aus 
II + III + VI) 
E 5 5 0 D P H 
(Azofarbstoff aus 
V) 
1 
2 
3 
4 
5 
0,018 
0,038 
0,059 
0,083 
0,106 
0,013 
0,031 
0,048 
0,063 
0,077 
0,031 
0,069 
0,107 
0,146 
0,183 
1 2 3 A 5 6 
Phenobarbital [ pg ] 
Abb. 5: Phenobarbital; • s. Tab. 10 Spalte II, o s. Tab. 11 
Spalte II. 
E550 
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Abb . 6: Phenytoin; • s. Tab. 10 - * Spalte III, O s. Tab. 11 -> 
Spalte III. 
Durch gleichzeitige Auswer tung von Standards ist der Feh -
ler nicht zu kompensieren, da die 17%ige Abweichung immer 
in bezug auf die jeweils vorhandene Menge D P H berechnet 
werden m u ß . Deswegen kann man auch keine Eichkurve für 
die Best immung von D P H und Phenobarbi ta l nebeneinan-
der aufstellen. 
D e r Phenobarbi tal-Wert w i rd nach folgender F o r m e l er-
mittelt: 
x[/uA] = m — h a 
korr . S t u f e n h ö h e Ni t rophenobarbi ta l (II + III); 
gemessene S t u f e n h ö h e „ N i t r o p h e n o b a r b i t a l " (II + 
III + V I ) ; 
a = S t u f e n h ö h e V . 
Able i tung : 
a = S t u f e n h ö h e V - 83% von V + V I 
b = S t u f e n h ö h e V + V I = 100% 
b — a = S t u f e n h ö h e V I 
100 a 
x = 
m 
b = 
83 
100 a 
b — a = a 
83 
100 a 
x = m — ( — a) 
3.4. Mephenytoin 
Im Gegensatz zu den Monon i t ro -Verb indungen der anderen 
von uns untersuchten A n t i k o n v u l s i v a zeigen die N i t rome-
phenytoine ( V I I I und I X ) eine ca. 17% h ö h e r e Stufe. 
3.4.1.1. Direkte Polarographie von VIII 
Siehe hierzu Tab . 12. 
Tab. 12 
VII I fog] Stufenhöhe [ M ] 
10 0,050 
20 0,107 
40 0,216 
60 0,326 
80 0,431 
100 0,530 
3.4.1.2. Polarographie nach Chromatographie 
V I I I und I X wandern i m F l i e ß m i t t e l s y s t e m Isopropanol / 
C H C I 3 / N H 3 bis zur Fron t , ebenso die nicht identifizierte 
Komponen te aus der N i t r i e r s ä u r e [4]. 
W i r machten die Er fahrung , d a ß eine Auswer tung von V I I I 
und I X in Gegenwart dieser N i t r i e r s ä u r e - K o m p o n e n t e nicht 
mögl i ch ist (schlechte A u s b i l d u n g der Polarogrammstufen, 
Streuungen der Werte bis 300%). B e i der Suche nach einem 
anderen F l i e ß m i t t e l fanden wi r , d a ß die N i t r o - M e p h e n y -
toine i n weniger polaren bzw. nicht oder schwächer basi-
schen Laufmi t te ln nicht quantitativ aus dem Startflecken 
herauswandern. 
W i r lö s t en das P r o b l e m f o l g e n d e r m a ß e n : 
Das C h r o m a t o g r a m m wurde nach unseren üb l ichen Bedin-
gungen (s. Exper imente l le Angaben) 2 X 4 5 min entwickelt 
( V I I I - f I X 4- N i t r i e r s ä u r e - K o m p o n e n t e in der Front ) . N a c h 
g r ü n d l i c h e m Trocknen der Platte (es darf kein N H 3 - G e r u c h 
mehr wahrnehmbar sein), wurde i m F l i e ß m i t t e l B e n z o l / 
M e t h a n o l 95 + 5 (Vol . -T . ) ca. 0,5 h in entgegengesetzter 
Richtung entwickelt. D e r Ni t r i e r säure f leck wanderte bis zur 
neuen Fron t , w ä h r e n d V I I I und I X diesmal nur einen Rf-
Wer t von ca. 0,75 hatten. 
D i e Auswer tung des Chromatogramms erfolgte darnach wie 
übl ich. 
M o l . - M a s s e V I I = 218,3; 
M o l . - M a s s e V I I I bzw. I X = 263,3 (Tab. 13). 
Tab. 13 
V I I [.«gl - VII I + I X [/ig]*) Stufenhöhe [,«A] 
10 12,05 0,048 
20 24,1 0,113 
30 36,15 0,160 
40 48,2 0,225 
60 72,3 0,325 
80 96,4 0,425 
*) Diese Mengen wären zu erwarten, wenn aus V I I nur VI I I u. I X 
entstünden. 
A b b . 7 zeigt, d a ß V I I I u . I X quantitativ vom Kieselgel 
eluierbar sind und zu 8 3 % entstehen. E i n nicht identifizier-
tes Zersetzungsprodukt, das den Rf-Wer t der Ni t ro -Pheno-
barbitale besitzt, ist polarographisch inaktiv und s tö r t somit 
nicht deren Bes t immung. 
Untere Nachweisgrenze für V I I I u . I X : 3,5 //g/5 m l ( ^ 2 , 7 X 
10" 6 m o l . L ö s u n g ) . 
Stufenhöhe 
[pA]f 
0,6-
Nitromepheny toin [pg ] 
Abb. 7: Mephenytoin; • s. Tab. 12, O = Tab. 13. Entstehungsrate 
VIII + I X : 83%. 
3.4.2. Extraktion von Plasmen 
Siehe hierzu Tab . 14. 
Tab. 14 
Eingesetztes 
V I I in 3 ml Plasma 
[/<g] 
Stufenhöhe 
L«A] 
Stufenhöhe 3 
[«A] X 2 > 
30 0,0320 0,0480 
60 0,0665 0,0995 
90 0,1035 0,1550 
120 0,1440 0,2160 
150 0,1860 0,2790 
*) S. Fußno te zu Tab. 4. 
3.4.3. Bestimmung der Extraktionsrate 
Siehe hierzu Tab . 15 und A b b . 8. 
D i e Extrakt ionsrate für Mepheny to in aus P lasma b e t r ä g t 
8 0 % . 
A l s untere Nachweisgrenze errechneten w i r 5,2 ug M e -
phenyto in /ml P lasma (s. Phenobarbi ta l , F u ß n o t e Abschni t t 
3.1.3.). W i r fanden 5,5 « g / m l . 
Stufenhöhe 
[jJAJt 
0,35-
0,30-
10 20 30 AO 50 60 70 80 90 100 110 120 
Mephenytoin [jjg] 
Abb. 8: Mephenytoin; • s. Tab. 14, o s. Tab. 15. Extraktions-
rate: 8 O 0 / 0 . 
Tab. 15 
v i i r«g]/i2o."i Stufenhöhe 
Nitriersäure [."AI 
20 0,0360 
30 0,0595 
40 0,0865 
60 0,1210 
80 0,1715 
100 0,2125 
3.5. Mephenytoin neben Phenobarbital 
In der Therapie werden gelegentlich Phenobarbi ta l und 
Mepheny to in kombinier t . Beide Stoffe lassen sich problem-
los nebeneinander in der von uns für sie beschriebenen 
Weise bestimmen: nur m u ß man bei der D C in umgekehr-
ter Richtung mit B e n z o l / M e t h a n o l darauf achten, d a ß II + 
III bei diesem zusä tz l i chen Chromatographievorgang nicht 
v o m neuen F l i e ß m i t t e l e r f a ß t werden. D i e neue F ron t mit 
der N i t r i e r s ä u r e - K o m p o n e n t e sollte sich etwa 1—2 c m un-
terhalb des Ni t rophenobarbi ta l -F lecken befinden. 
3.6. Methylphenobarbital 
B e i m Ni t r i e ren von Methylphenobarb i ta l (X) entstehen p-
Ni t romethylphenobarb i ta l ( X I ) , m-Ni t rophenobarbi ta l (II) 
und o-Ni t romethylphenobarbi ta l (XI I ) [10]. D a X I I sich von 
den Nebenprodukten gut durch D C trennen läß t , werteten 
wi r nur X I aus. 
3.6.1.1. Direkte Polarographie von XI 
Siehe hierzu Tab . 16. 
Tab. 16 
X I [//g] Stufenhöhe [.«AI 
20 0,095 
40 0,192 
60 0,286 
80 0,392 
100 0,484 
3.6.1.2. Polarographie nach Chromatographie 
M o l . - M a s s e X : 246,3; 
M o l . - M a s s e X I : 291,3. 
Tab. 17 
X [«gl - X I [//gl*) Stufenhöhe [.«AI 
20 23,7 0,099 
30 35,6 0,140 
40 47,4 0,195 
60 71,1 0,304 
80 94,8 0,390 
100 118,5 0,515 
*) Diese Mengen wären zu erwarten, wenn aus X ausschließlich 
X I entstünde. 
Stufenhöhe 
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Abb. 9: Methylphenobarbital; • s. Tab. 16, O s. Tab. 17. Ent-
stehungsrate X I : 86%. 
A u s A b b . 9 geht hervor, d a ß X I quantitativ eluierbar ist und 
zu 86% entsteht. 
Untere Nachweisgrenze für X I : 4 /ug/5 m l 2,7 X 1 0 " 6 
m o l . L ö s u n g ) . 
3.6.2. Extraktion von Plasmen 
Siehe hierzu Tab . 18. 
Tab. 18 
Eingesetztes 
X in 3 ml Plasma 
l«g] 
Stufenhöhe |>A] 
(für XI) 
Stufenhöhe ^ 3 
[/<A] X T } 
30 0,0375 0,0565 
60 0,0740 0,1110 
90 0,1100 0,1650 
120 0,1450 0,2175 
*) s. Fußnote Tabelle 4. 
3.6.3. Bestimmung der Extraktionsrate 
Siehe hierzu Tab . 19 und A b b . 10. 
Extraktionsrate für Methylphenobarbi ta l aus P lasma: 86%. 
D i e untere Nachweisgrenze berechneten w i r mit 5,5 /ug M e -
thylphenobarbi ta l /ml Plasma. 
Tab. 19 
X |>g] / 120 MI Stufenhöhe 
Nitriersäure [ M ] 
20 0,0375 
40 0,0805 
60 0,1245 
80 0,1685 
Stu fenhohe 
[JJA]' 
60 70 80 90 100 
Methylphenobarbital [jjg] 
Abb . 10: Methylphenobarbital; • s. Tab. « » O s . Tab. Extrak-
tionsrate: 86%. y | J 
3.7. Primidon 
m- und p -Ni t rop r imidon ( X I V bzw. X V ) werden in unserem 
D C - S y s t e m nicht getrennt. Sie k ö n n e n gemeinsam polaro-
graphisch bestimmt werden, da X I V und das Gemisch 
X I V + X V gleiche Halbstufenpotentiale und gleiche Stufen-
h ö h e n ergeben (s. Tab . 1). 
3.7.1.1. Direkte Polarographie von X I V 
Siehe hierzu T a b . 20. 
Tab. 20 
X I V ^g] Stufenhöhe [M] 
20 
40 
60 
80 
100 
0,0890 
0,1725 
0,2640 
0,3515 
0,4350 
3.7.1.2. Polarographie nach Chromatographie 
M o l . - M a s s e X I I I = 218,3; 
M o l . - M a s s e X I V bzw. X V = 263,3 (Tab. 21). 
Tab. 21 
XII I [/ig] -> X I V + X V 
L«g] 
Stufenhöhe 
[ M ] 
10 12,05 
20 24,1 
30 36,15 
40 48,2 
50 60,25 
60 72,3 
70 84,35 
80 96,4 
0,0540 
0,1090 
0,1625 
0,2110 
0,2680 
0,3240 
0,3585 
0,4225 
A u s A b b . 11 folgt, d a ß auch X I V + X V nach der C h r o -
matographie quantitativ e r f aß t werden. 
D i e untere Nachweisgrenze für X I V + X V b e t r ä g t 4 /ug/ 
5 m l L ö s u n g ( A 3 X 1 0 " 6 m o l . L ö s u n g ) . 
Stufenhöhe 
[ J J A I -
12,05 24,1 36,15 48,2 60,25 72,3 84,35 96,4 
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 
Nitroprimidon [jjg] 
A b b . 11: Primidon; • s. Tab. 20, O s. Tab. 21. 
3.7.2. Extraktion von Plasmen 
Siehe hierzu Tab . 22. 
Tab. 22 
Eingesetztes 
X I I I in 3 ml Plasma 
fog] 
Stufenhöhe 
[ M ] 
Stufenhöhe ^ 3 
L"A] X T } 
30 0,0435 0,0650 
45 0,0665 0,1000 
60 0,0840 0,1260 
75 0,0995 0,1495 
90 0,1280 0,1920 
120 0,1700 0,2550 
*) S. Fußnote zu Tab. 4. 
3.7.3. Bestimmung der Extraktionsrate 
Siehe hierzu Tab . 23 und A b b . 12. 
Tab. 23 
X I I I L«g] /120 ft\ Stufenhöhe 
Nitr iersäure [ M ] 
10 0,0300 
20 0,0485 
30 0,0720 
40 0,1005 
50 0,1325 
70 0,1820 
Stufenhöhe 
10 20 30 AO 50 6 0 70 8 0 90 100 
Primidon [pg] 
Abb. 12: Primidon; • s. Tab. 22, o s. Tab. 23. Extraktionsrate: 
84«/o. 
D i e Extrakt ionsrate für P r i m i d o n aus P l a sma b e t r ä g t 84%. 
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4. Zusammenfassung 
E s w i r d eine Methode zu r Bes t immung der A n t i k o n v u l s i v a 
Phenobarbi ta l , Phenyto in , Mepheny to in , Methy lphenobarb i -
tal und P r i m i d o n beschrieben, die auf der Ni t r i e rung eines 
Serumextraktes mi t nachfolgender d ü n n s c h i c h t c h r o m a t o g r a -
phischer Trennung und polarographischer Bes t immung be-
ruht. D i e Extraktionsausbeuten aus P lasma betragen: Pheno-
barbi ta l 8 1 % , Phenyto in 7 9 % , Mepheny to in 8 0 % , M e t h y l -
phenobarbi tal 86% und P r i m i d o n 84%. D i e Empf ind l i ch -
keitsgrenzen liegen zwischen 3,5 ^ g / m l P l a s m a für Pheny-
toin und 5,5 ^ag/ml für Mepheny to in und Methylphenobar-
bi ta l . Diese Methode ist für die Bes t immung therapeutischer 
Blutspiegel geeignet. D e r relativ geringe Arbei ts - und Zei t -
aufwand gestattet es, sie in der T o x i k o l o g i e ebenfalls anzu-
wenden. D i e mitt lere Abwe ichung liegt fü r die Ant iep i l ep-
t ika, die mononi t r ier t werden, zwischen ± 2 ,8% bei 50 ^ g / m l 
und ± 11,6% bei 10 jug/m\, für Phenyto in , das dinitriert 
w i r d , zwischen ± 0,6% und ± 7,5% bei 50 bis bzw. 5 jug/m\. 
V o n uns untersuchte Blu tproben ambulanter Patienten ent-
hielten neben anderen Substanzen Phenobarbi ta l und Pheny-
toin. N a c h Aufs te l len von E ichkurven kann ohne inneren 
und ä u ß e r e n Standard gearbeitet werden. 
5. Summary 
Polarographic Determinat ion 
of Some Phenyl-substituted Ant i convu l s ive Drugs 
A method is described to determine the anticonvulsive drugs 
phenobarbi tal , Phenytoin, mephenytoin, methylphenobarbi-
tal and pr imidone. A serum extract is nitrated, separated by 
thin-layer chromatography, and the ni tro compounds are 
determined by polarography. T h e rates of recovery are: 
phenobarbi tal 8 1 % , phenytoin 7 9 % , mephenytoin 80%, me-
thylphenobarbi ta l 86% and pr imidone 84%. T h e sensitivity 
l imits range f rom 3.5 jug/ml p lasma for phenytoin to 5.5 ^ag/ml 
for mephenytoin and methylphenobarbi ta l . T h i s method might 
be useful not on ly for determination of therapeutic b lood 
levels but also for toxicology because it saves t ime and the 
expenditure o f work is smal l . T h e mean deviat ion for mono-
nitrated anticonvulsive drugs is ± 2 . 8 % (for 50 jug/m\) and 
± 11.6% (for 10 jug/ml). F o r phenytoin being dinitrated, the 
values are ± 0 . 6 % and ± 7 . 5 % for 50 jug and 5 fig, respec-
tively). W e determined b lood levels of out-patients containing 
phenobarbi tal and phenytoin besides other substances. H a v -
ing once established cal ibrat ing curves internal or external 
standards are not required. 
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